糖化血红蛋白（glycosylated hemoglobin，HbA~1c~）是血液中的葡萄糖与红细胞内血红蛋白的主要组分血红蛋白A（hemoglobin A，HbA）糖化反应的产物，其含量能够反映1\~2个月内血糖控制水平，高效液相色谱（HPLC）法是测定HbA~1c~的参考方法[@b1]。有报道显示部分溶血性疾病可能导致HbA~1~c检测结果降低，合并地中海贫血的糖尿病患者HbA~1c~水平不能正确反映其血糖控制情况[@b2]，遗传性球形红细胞增多症（HS）、自身免疫性溶血性贫血（AIHA）等疾病也可影响HbA~1c~水平[@b3]--[@b4]，溶血所致的红细胞寿命缩短可能是HbA~1c~合成减少的主要原因[@b5]。目前，不同类型溶血性疾病对HbA~1c~水平影响程度的比较研究仍然少见，HbA~1c~与溶血相关实验室指标的关系也有待于进一步探讨。本研究我们通过分析HbA~1c~降低血液病患者的临床与实验室特征，为相关疾病的辅助诊断提供参考。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2016年10月至2017年11月我院血红蛋白组分检测HbA~1c~降低的192例疑诊溶血性疾病患者为研究对象。全部患者就诊时血糖均处于正常水平（3.9\~6.1 mmol/L）。

2．血红蛋白组分检测：采用HPLC法进行血红蛋白组分检测。静脉血以EDTA-K~2~抗凝后，使用Bio-Rad D-10型血红蛋白测定系统检测HbA~2~、HbF和HbA~1c~水平。参考值范围：HbA~2~ 2.5%\~3.5%；HbF 0\~2.5%；HbA~1c~ 3.6%\~6.0%。

3．网织红细胞检测：静脉血以EDTA-K~2~抗凝后，使用XN-9000型全自动血细胞分析系统（日本Sysmex公司产品）检测网织红细胞比值（Ret）、网织红细胞血红蛋白含量（Ret-He）和平均红细胞体积（MCV）。

4．血清胆红素检测：空腹静脉血经促凝、离心后，取上层血清，使用AU5800型全自动生化分析仪（美国Beckman Coulter公司产品）检测总胆红素（TBIL）和直接胆红素（DBIL），并计算间接胆红素（IBIL）。

5．血清游离血红蛋白（F-Hb）检测：空腹静脉血经促凝、离心后，取上层血清，采用过氧化物酶法[@b6]测定F-Hb。

6．统计学处理：使用GraphPad Prism 6.0软件对实验数据进行分析。正态分布的计量资料以均数±标准差表示，组间比较采用独立样本*t*检验；非正态分布的计量资料以中位数（范围）表示，组间比较采用Mann-Whitney *U*检验；分类变量以例数（构成比）表示，组间比较采用*χ*^2^检验或Fisher确切概率法。采用Pearson或Spearman进行相关性分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般情况：192例HbA~1c~降低患者中，151例（78.6%）HbA~2~和HbF均正常，41例（21.4%）HbA~2~和（或）HbF升高，二者性别构成、HbA~2~、HbA~1c~水平差异无统计学意义，但后者中位年龄低于前者（*P*=0.001）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 溶血性疾病相关糖化血红蛋白降低患者不同组别的一般情况与临床诊断比较

  临床特征                              HbA~2~和HbF均正常组（151例）   HbA~2~和（或）HbF升高组（41例）   统计量   *P*值
  ------------------------------------ ------------------------------ --------------------------------- -------- -------
  年龄［岁，*M*（范围）］                       30（2～76）                     19（0.3～63）            −3.305   0.001
  性别（例，男/女）                                57/94                            19/22                0.996    0.318
  血红蛋白组分检测［%，*M*（范围）］                                                                             
   HbA~2~                                     3.1（2.5～3.5）                  3.0（1.7～4.9）           −0.105   0.916
   HbF                                      \<0.8（\<0.8～2.5）               3.0（\<0.8～8.6）            NA      NA
   HbA~1c~                                    3.0（2.0～3.5）                  2.9（1.5～3.5）           −0.851   0.395
  溶血性疾病诊断                                                                                                 
   红细胞膜病                                    70（46.4）                      18（43.9）              0.030    0.862
   AIHA                                          63（41.7）                       9（22.0）              5.574    0.018
   地中海贫血                                     1（0.7）                        3（7.3）                        0.031
   红细胞酶病                                     3（2.0）                        2（4.9）                        0.290

注：NA：不适用；AIHA：自身免疫性溶血性贫血

2．临床诊断：192例患者中169例确诊为溶血性疾病，其中红细胞膜病88例（45.8%），包括HS 82例、阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）6例；免疫性溶血性贫血全为AIHA，共72例（37.5%）；血红蛋白病全为地中海贫血，共4例（2.1%）；红细胞酶病5例（2.6%），包括葡萄糖-6-磷酸脱氢酶缺乏症（G6PDD）4例、嘧啶5′-核苷酸酶缺乏症（P5′ND）1例。16例具有溶血症状待确诊。7例诊断为非溶血性贫血，其中再生障碍性贫血（AA）4例，骨髓增生异常综合征（MDS）3例。比较HbA~2~和HbF均正常患者与HbA~2~和（或）HbF升高患者临床诊断构成情况，二者在AIHA和地中海贫血中分布差异有统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

3．实验室检查结果：7例非溶血性疾病患者实验室检查结果分别为：HbA~1c~（3.16±0.32）%，Ret 4.59%（0.06%\~14.34%），Ret-He（28.66±7.00）pg，MCV（99.66±10.07）fl，IBIL 10.4（4.8\~62.0）µmol/L，F-Hb 42.7（3.6\~296.9）mg/L。各类型溶血性疾病实验室检查结果见[表2](#t02){ref-type="table"}。红细胞膜病、AIHA、地中海贫血、红细胞酶病患者显示出相对降低的HbA~1c~和相对升高的Ret、IBIL、F-Hb水平。红细胞膜病患者MCV水平明显低于AIHA患者，而IBIL和F-Hb水平高于AIHA患者（*P*值均\<0.05）。其他各组样本量过低，未进行统计学比较，但可观察到地中海贫血患者的Ret-He、IBIL低于其他类型溶血性疾病患者，红细胞酶病患者的Ret高于其他类型溶血性疾病患者。

###### 溶血性疾病相关糖化血红蛋白降低患者不同组别的实验室检查结果

  组别            例数   HbA~1c~（%）         Ret（%）         Ret-He（pg）      MCV（fl）          IBIL（µmol/L）           F-Hb（mg/L）
  -------------- ------ -------------- ---------------------- -------------- ------------------ ----------------------- -----------------------
  溶血性疾病                                                                                                            
   红细胞膜病      88     2.90±0.35     10.48（2.42～25.38）    34.79±4.09      92.10±10.59       63.3（14.2～225.1）    117.4（16.7～922.3）
   AIHA            72     2.92±0.42     11.59（2.31～40.87）    34.86±5.04    103.00±14.88 ^a^   47.8（6.2～123.3）^a^   72.4（1.7～316.9）^a^
   地中海贫血      4      3.03±0.25     12.13（2.56～19.44）   26.80±10.66      95.20±22.07        13.8（2.8～87.9）      104.4（9.3～138.3）
   红细胞酶病      5      2.64±0.53     26.03（0.11～28.60）    33.58±3.20      106.50±13.88      67.0（22.1～220.6）    52.1（23.7～1 305.0）
  非溶血性疾病     7      3.16±0.32     4.56（0.06～14.34）     28.66±7.00      99.66±10.07        10.4（4.8～62.0）      42.7（3.6～296.9）

注：AIHA：自身免疫性溶血性贫血；Ret：网织红细胞比值；Ret-He：网织红细胞蛋白含量；MCV：平均红细胞体积；IBIL：间接胆红素；F-Hb：血清游离血红蛋白。与红细胞膜病比较，^a^*P*\<0.05

4．HbA~1c~与溶血相关实验室指标的关系：观察红细胞膜病和AIHA两组患者HbA~1c~与溶血相关实验室指标的相关性，结果见[表3](#t03){ref-type="table"}。在红细胞膜病中，HbA~1c~与Ret、Ret-He、MCV均呈负相关，在AIHA中，HbA~1c~与Ret、MCV均呈负相关（*P*值均\<0.05）。

###### 红细胞膜病与自身免疫性溶血性贫血（AIHA）患者HbA~1c~与溶血相关实验室指标的相关性分析

  组别          相关系数                                     
  ------------ ----------- ----------- ------------ -------- --------
  红细胞膜病    −0.410^a^   −0.478^a^   −0.216 ^a^   −0.039   −0.003
  AIHA          −0.402^a^    −0.099     −0.406 ^a^   −0.090   −0.092

注：Ret：网织红细胞比值；Ret-He：网织红细胞蛋白含量；MCV：平均红细胞体积；IBIL：间接胆红素；F-Hb：血清游离血红蛋白。^a^*P*\<0.05

讨论 {#s3}
====

HbA~1c~作为血糖与HbA非酶促结合的产物，其水平与葡萄糖浓度和作用时间呈正比，是监测糖尿病患者近期血糖控制水平的重要指标。包括地中海贫血、HS、AIHA在内的部分溶血性贫血患者的HbA~1c~检测值所反映的血糖控制情况可低于实际水平，且HbA~1c~与红细胞生存时间呈显著的线性关系，提示由于溶血性贫血患者红细胞寿命缩短，使葡萄糖与HbA的结合时间减少，可能是HbA~1c~降低的原因[@b5]。

本组HbA~1c~降低的患者中，HbA~2~和HbF均正常者占78.6%，HbA~2~和（或）HbF异常升高者仅占21.4%，两组中红细胞膜病和AIHA均是构成比最高的疾病种类，其他疾病包括血红蛋白病（全为地中海贫血）和红细胞酶病，其中AIHA在HbA~2~和HbF均正常组中更常见，而地中海贫血则倾向分布于HbA~2~和（或）HbF升高组。值得注意的是，尽管HbA~2~和（或）HbF异常升高与部分类型地中海贫血的症状相符，但该类病例中地中海贫血仅占7.3%，说明本室检出的HbA~2~与HbF异常与其他溶血性疾病关系更大，这可能与本室地处地中海贫血低流行区有关。

IBIL、F-Hb是反映血管内溶血的常用指标；网织红细胞相关参数能够反映骨髓造血功能，溶血性贫血患者Ret可明显升高，Ret-He常用于缺铁性贫血的诊断，其变化时间通常早于Ret；MCV升高对溶血性贫血具有指示意义，与网织红细胞参数结合应用对不同类型贫血的鉴别诊断具有较高价值[@b7]--[@b8]。本实验室先前的研究发现G6PDD患者中IBIL与Ret、MCV两指标存在正相关[@b9]。上述检验项目临床应用广泛且简便易行，因此本研究选取这些项目作为评价患者溶血性疾病严重程度的指标。结果显示，相比于HbA~1c~降低的非溶血性疾病患者，HbA~1c~降低的溶血性疾病患者的部分指标呈现异常趋势，在各类疾病中存在差异，但造成差异的原因不一致。本研究纳入的血红蛋白病、红细胞酶病样本量较少，相关数据的代表意义可能具有局限性，扩大样本量有助于研究结果的完善，尽管如此，上述结果仍提示HbA~1c~的降低可能与溶血症状相关。

为进一步证实HbA~1c~与溶血症状的关联，我们在对红细胞膜病和AIHA患者中观察了HbA~1c~与其他指标的相关性，发现HbA~1c~在红细胞膜病中均与Ret、Ret-He、MCV呈负相关，在AIHA中与Ret、MCV呈负相关。HbA~1c~与其他指标的相关性不具有统计学意义，但仍能观察到数据均呈现负相关趋势。上述结果进一步说明HbA~1c~是与溶血密切相关的指标，在红细胞膜病和AIHA中得以体现；对于血红蛋白病和红细胞酶病，该结果仍需扩大样本量进一步验证。

HS和AIHA分别属于红细胞膜病和免疫性溶血性贫血，是本研究纳入例数最多的两种疾病。HS是一组红细胞膜蛋白缺陷引发的遗传性溶血性疾病，其主要发病机制是细胞形态改变及渗透脆性增加致使其被脾脏捕获并破坏。渗透脆性试验、流式细胞术及分子生物学检查是诊断HS的重要方法，而Ret、IBIL等溶血相关指标的变化也是其主要实验室表现[@b10]。有病例报道指出，对于合并HS的糖尿病患者，HbA~1c~检测结果低于其实际的血糖控制水平，而红细胞渗透脆性和网织红细胞计数呈现升高的趋势[@b3]。AIHA是以红细胞寿命缩短且体内存在红细胞自身抗体为特征的一类溶血性贫血。直接抗人球蛋白试验（Coomb试验）对诊断AIHA具有重要意义，而Ret、IBIL等指标对AIHA引起的溶血症状具有提示作用[@b11]。研究显示，AIHA可引起糖尿病患者和无糖尿病史者HbA~1c~水平降低，当通过药物治疗缓解溶血性贫血症状后，HbA~1c~出现回升[@b4],[@b12]。本研究观察到与上述报道相似的结果，提示HbA~1c~降低与HS和AIHA引起的溶血相关指标的改变具有一定关系。

综上所述，在排除糖代谢异常的前提下，HbA~1~c降低可与溶血性疾病相关，特别是同时伴有网织红细胞相关参数、MCV、IBIL、F-Hb异常升高时更应引起关注。血红蛋白组分检测有助于地中海贫血的筛查，但是在该病低流行区域，考虑到HS和AIHA是造成HbA~1c~下降的最常见两种疾病，无论HbA~2~和HbF正常与否，都应慎重作出诊断，必要时应进行膜缺陷、酶缺陷、免疫损伤性溶血性贫血的相关实验室检查以辅助诊断。
